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(54) Procede de preparation de 1'acide l-aspartique via I'aspartate d'ammonium. 

(57) La presente invention concerne un procede utile pour preparer I'acide L-aspartique via I'aspartate 
d'ammonium caracterise en ce que I'acide mis en oeuvre pour precipiter ledit acide aspartique a partir 
de I'aspartato d'ammonium est Tacide fumarique. 
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La presente invention se rapporte k un procede de preparation de I'acide L-aspartique. 

Classiquement, I'acide L-aspartique est obtenu a partir de ('aspartate d'ammonium qui lui meme est issu 
generalement d'un traitement enzymatique du fumarate d'ammonium. La precipitation de I'acide L-aspartique 
k partir de ('aspartate d'ammonium est effectuee & I'aide d'un acide, mineral ou organique, possedant un pKA 
inferieur & I'acidite correspondante de I'acide L-aspartique, soit inferieur k 3,65. Parmi les acides couramment 
employes, on peut notamment citer les acides mineraux, dont plus particulierement I'acide sulfurique. L'acide 
maleVque peut egalement etre employe. 

Toutefots, dans ce type de precipitation, on observe conjointement k la formation de I'acide L-aspartique 
attendu, la production du sel d'ammonium de I'acide considere. Ce sous-produit constitue a regard de I'acide 
L-aspartique une impurete dont il est bien entendu necessaire de se debar rasser. L'etape de separation corres- 
pondante est indesirable a la fois sur le plan economique, car elle implique un surcroTt de cout au niveau du 
procede, et sur le plan ecologique pour des motifs de contamination des effluents. 

La presente invention a pour premier objet de proposer un nouvel agent apte a precipiter efficacement 
I'acide L-aspartique a partir de ('aspartate d'ammonium. 

Plus precisement, la presente invention se rapporte k un procede de preparation de I'acide L-aspartique 
via ('aspartate d'ammonium caracterise en ce que I'acide mis en oeuvre pour precipiter (edit acide aspartique 
a partir de I'aspartate d'ammonium est I'acide fumarique. 

En fait, cette aptitude de I'acide fumarique k precipiter eff icacement ('acide L-aspartique k partir de I'as- 
partate d'ammonium est tres surprenante. 

Les valeurs des deux pKAde I'acide fumarique ne sont en effet pas favorables a (a precipitation de I'acide 
L-aspartique. Leurs valeurs respectives de 3 et 4,4 sont du meme ordre de grandeur que le pKA correspondant 
de I'acide L-aspartique. 

En outre, I'acide fumarique, contrairement ('acide maleique, presente une solubilite nettement plus reduite 
en milieu aqueux et a temperature ambiante. La reaction de precipitation est. done, en presence d'acide fu- 
marique et sur une (arge plage de temperature, realisee en milieu heterogene. Toutefois, cette heterogeneite 
a, contre toute attente. aucune incidence sur le bon deroulement de la reaction. 

Sefon un mode de realisation prefere de ('invention, I'acide fumarique est employe dans un rapport molaire 
acide fumarique ajoute/aspartate d'ammonium present inferieur ou egal k 0,8. De preference, le rapport mo- 
laire varie entre environ 0,1 et 0,65. 

La precipitation est classiquement effectuee en milieu aqueux. La concentration en eau initale du milieu 
de precipitation, avant ('introduction de ('acide fumarique, peut varier considerablement. De maniere generate, 
efle est comprise entre environ 40% et 90% en poids. 

La temperature reactionnelle n'est pas un facteur limitant dans fa mesure ou elle demeure compatible avec 
I'acide L-aspartique. La precipitation peut done etre effectuee indifferemment k temperature ambiante ou k 
100°C par exemple. De preference, la temperature reactionnelle est inferieure ou egale k 100°C. 

Comme explicite precedemment, selon la temperature choisie, la reaction de precipitation se deroule en 
milieu homogene ou heterogene. A environ 100°C, il s'agit d'un milieu heterogene. 

Ala fin de la reaction, I'acide L-aspartique forme est isole du milieu reactionnel, de preference par filtration, 
lave et seche. Selon un mode de realisation particulier de I'invention, le f iltrat contenant le fumarate d'ammo- 
nium est conserve. 

Le rendement de la reaction en acide L- aspartique peut atteindre des valeurs comprises entre 70 et 95%. 

La presente invention a pour second objet un procede de preparation de I'acide L-aspartique comprenant, 
outre l'etape de precipitation de I'acide L-aspartique k I'acide fumarique, la formation preliminaire de I'aspartate 
d'ammonium k partir de fumarate d'ammonium. 

Plus precisement la presente invention s'etend aux procedes comprenant en outre I'obtention au prealable 
de ('aspartate d'ammonium par traitement enzymatique du fumarate d'ammonium par des aspartases ou des 
microrganismes producteurs d'aspartases. 

L'aptitude des aspartases k convertir le fumarate d'ammonium en aspartate est bien connue et de nom- 
breuses methodes pour produire ('aspartate par traitement enzymatique des aspartases avec du fumarate 
d'ammonium ont dej& ete decrites dans la litterature. En consequence, ces techniques ne seront pas rappelees 
ici. 

Les microorganismes aptes k produire les aspartases incluent notamment les souches suivantes: Pseu- 
domonas fluorescens, Escherichia coli, Aerobacteraerogenes, Bacterium succinium, Micrococcus sp, Bacillus 
subtilis et Serratia marcescens. 

L'aspartate d'ammonium obtenu k I'issu du traitement enzymatique est de preference isole k la fin d la 
reaction n vu de l'etape de precipitation ulterieure k I'acide fumarique. 

L'emploi de I'acide fumarique pour precipiter I'acide L-aspartique s'avere dans ce s cond cas particulie- 
rement interessant. En effet, le sous produit obtenu k I'issu de l'etape de precipitation e'est k dire le fumarate 
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d'ammonium. peut avantageusement constituer une source en acide L-aspartique. II peut etre recycle pour pre- 
parer de I'acide L-aspartique via la formation d'aspartate d'ammonium et permet done de fonct.onner en circuit 
ferme. La fabrication de sous produit est alors totalement inexistante. 

En consequence, selon un mode de realisation prefere de Invention, le milieu reactionnel. obtenu a I issu 
de I'etape de precipitation de I'acide aspartique et debarrasse dudit acide. est utilise a litre de source de fu- 
marate d'ammonium pour preparer de I'aspartate d'ammonium. 

Ce milieu reactionnel peut etre utilise directement. sans traitement prealable quelconque. pour la prepa- 
ration d'aspartate d'ammonium. Dans cette perspective les microorganismes aptes a produ.re I aspartase y 
sont directement introduits avec. le cas echeant, reajustement de la stoechiometrie en ammon.aque. 

Les exemples presentes ci-apres. a titre non limitatif de la presente invention, mettenten ev.dence d autres 
avantages du procede revendique. 

Dans ces exemples. un certain nombre de controles sont effectues: 

La purete de I'acide L-aspartique est controlee par potentiometrie ( dosage par la soude 1N). 

La quantite d'acide fumarique n'ayant pas reagie est egalement dosee par chromatograph.e CLHP. 

Example 1 : 

Preoaration de I'aspartate d'ammonium. 

Dans un ballon de 21. muni d'une agitation magnetique, on introduit 300 g de NH40H a 23.14 % en peas 
de NH3 et 800 g d'eau. On ajoute ensuite progressivement 543 g d'acide L-aspartique de facon a mainten.r 
la temperature du milieu inferieure a 50-C. Apres refroidissement, on obtient une solution homogene d aspar- 
tate d'ammonium a 37.27 % P/P. 

Example 2 : 

Essai n° 1 de precipitation de I'acide aspartique f « oc 

Dans un erlenmeyer de 100 ml. on charge 3.6 g d'acide fumarique avec 25 g d eau. On ajoute ensuite 25 
g de ia solution d'aspartate d'ammonium a 37,27 % P/P (0,0621 mole) de I'exemple 1. La concentration en 
eau dans le milieu evaluee avant reaction, sans tenir compte de I'acide fumarique present. C. est alors de 81, of 
% P/P et le rapport molaire acide fumarique ajoute/aspartate d'ammonium present, a. de 0.5 

Le milieu liquide-solide est agite a I'aide d'un agitateur magnetique pendant le temps t = 1 h a la temperature 
T = 20- C La suspension obtenue est f iltree et I'acide L-aspartique recuperet Apres lavage et secnage on 
obtient 67 g de solide sec. Le rendement calcule en acide L-aspartique. R. est egal a 81.1 % molaire (no de 
moles d'acide L-aspartique obtenues / nb de moles L-aspartate d'ammonium engagees) et le taux de trans- 
formation calcule en acide fumarique. T. est egal a 81 .1 % (nb de moles d'acide L-aspartique obtenues / (2x(nb 
de moles d'acide fumarique engagees)). > A < oMa tonP„r 

La purete de I'acide L-aspartique obtenu. determinee par potenbometne, P est de 101.1 /o, etla teneur 
en acide fumarique determinee par CLHP, FA. de 1 ,8%. 

Example 3 : 

Influence de la temperature sur la precipitation de I'acide L-aspartique 

L'essai 2. presente ci-apres. est realise dans des conditions operators analogues a celles decr.tes dans 
I'exemple 2 (essai 1)mais en portantle melange reactionnel au reflux a 100"C. 

L'essai 3 est effectue selon le protocole suivant : 99,3 g de la solution d'aspartate d ammonium & 37,27 
% P/P (0 2467 mole) de I'exemple 1 . 90.7 g d'eau et 14,3 g d'acide fumarique (0.1233 mole) sont charges dans 
un reacteur en inox de 300 ml muni d'un hublot de verre permettant d'observer le milieu reactionnel. Le chauf- 
fage du reacteur est electrique et I'agitation est assuree par une vis d'Archimede. Apres purge a I azote la 
consigne de temperature est portee a 1 35°C et I'agitation demarree. Apres 15 minutes la temperature du miheu 
reactionnel atteint 13S-C sous pression autogene ; le milieu reactionnel est alors hqu.de et homog6ne. La tem- 
perature est maintenue a 135 -C pendant 10 minutes. On laisse refroidir ensuite le reacteur et I on procede 
ensuite a la vidange quand la temperature du milieu reactionnel atteint 88°C. 

Les resultats R.T.P et FA correspondents sont presentes dans le tableau I ci-apres. 
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ESSAI 

T°C 

Q% p/p 

cz 

t 

R% 

T% 

P% 

■ 

FA% 

1 

20 

81,37 

0.5 

1 h. 

81,1 

81,1 

101 1 

1 9. 

2 

100 

81,37 

0,5 

1,5 h. 

72 

72 

100,2 

0,65 

3 

135 

80,53 

0,5 

10 min. 

62,5 

62,5 

100,7 

1.1 

TABLEAU I 





Les rfisultats relent que c'est pour les plus faibles temperatures que Ton obtient de meilleurs rendements 
pour des teneurs en acides fumariques satisfaisantes. 

Exemple 4 

Influence de la concentration en eau sur la precipitation de I'acide aspartique 

Elle a ete etudiee a deux valeurs de temperatures 20°C et 1 00°C. Le tableau II ci-apres rend compte des 
resultats correspondents. ^.u^ic ues 

Les essais 4, et 5 ont ete effectues conformement au mode operatoire presente en exemple 2 (essai 1) 

37 27V C p/p U ;n C n«^ rne i r f^! 6 ' " 3 effeCtu6 C ° mme Suit: 25 9 de ,a solution aspartate d'ammonium a 
n„ U (0 0621 mole) de exemple 1 sont evapores a 35«C sous vide de 10 mmHg en evaporateur rotatif. 
On obdent alors 19 1 g de solution d'aspartate d'ammonium a 48,77 % P/R Cette solution est chargee dans 
un erlenmeyer de 50 ml. Uagitation est assuree a I'aide d'un agitateur magnetique. On ajoute ensuite 3 6 g 


ESSAI 

C% P/P 

a 

T ° C 

t 

R% 

T% 

FA% 

4 

81,37 

0,3 

20 

1 h. 

51,6 

86 

1.4 

5 

95,01 

0,3 

20 

1 h. 

28,1 

46,8 

0,7 

6 

51,23 

0,5 

100 

1 h. 

71 

71 

4,5 

2 

81,37 

0,5 

100 

1,5 h. 

72 

72 

0,65 

TABLEAU II 




A tres forte teneur en eau, les rendements diminuent de facon tres significative. 
Exemple 5 ; 

Influence du param£tre a sur la reaction de precipitation. 

De manure identique a I'exemple precedent, ['influence du parametre a a ete etudiee a deux valeurs de 
temperature. 20°C et 100°C. 

Uessai 7 est realise selon le m§me mode operatoire que I'exemple 2 (essai 1). 

Les essais 8 et 9 sont Valises selon le meme mode operatoire que I'essai 2, en engageant 0,0621 mole 
d aspartate d ammonium. L'essai 10 est effectue a 140°C selon le mode operatoire decrit pour I'essai 3 en en- 
gageant de meme 0, 2467 mole d'aspartate d'ammonium. 

Les resultats sont presentes dans le tableau III ci-apr6s. 
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ESSAI 

a 

C% P/P 

T°C 

t 

R% 

T% 

FA% 


0.3 

81,37 

20 

1 h. 

51,6 

86 

1,4 

1 

0,5 

81,37 

20 

1 h. 

81,1 

81,1 

1,8 

7 

0,6 

81,37 

20 

1 h. 

87,4 

72,9 

3.5 

2 

0,5 

81,37 

100 

1,5 h. 

72 

72 

0,65 

8 

0,8 

81,37 

100 

1,5 h. 

88 

55 

10 

9 

1 

81.37 

100 

3 h 

87 

43,5 

22 

10 

1 

80.53 

140 

10 min. 

79 

39,5 

25 

TABLEAU III 


On note que pour une valeur de ot superieure & 0,8, le taux en acide fumarique residue! devient tres eleve. 
Exemple 6 : 

Precipitation de I'acide L-aspartique en presence de fumarate d'ammonium. 

Dans un erlenmeyer de 100 ml, on charge 1,79 g d'acide fumarique avec 25 g d'eau. On ajoute ensuite 
24,8 g de la solution d'aspartate d'ammonium & 37,27 % P/P (0,0617 mole) de I'exemple 1. Le milieu liquide 
- solide est alors agite pendant 1h & la temperature de 20°C. Apres filtration, lavage et sechage on obtient 3,49 
g d'acide L-aspartique. 

40, 22 g des eaux meres sont recuperees apres filtration et chargees dans un erlenmeyer de 100 ml. On 
ajoute 8,78 g de la solution d'aspartate d'ammonium d 37,27 % de I'exemple 1 et ensuite 1,49 g d'acide fuma- 
rique. Le milieu est alors agite pendant 1 h & 20°C. Apres filtration, lavage et sechage, on obtient 3,05 g d'acide 
L-aspartique. 37,59 g des eaux meres sont recuperees apres filtration et chargees dans un erlenmeyer de 
100 ml. On ajoute 7,3 g de la solution d'aspartate d'ammonium & 37,27 % P/P de I'exemple 1 et ensuite 1,18 
g d'acide fumarique. Le milieu est alors agite pendant 1 h d 20°C Apres filtration, lavage et sechage, on obtient 
2,08 g d'acide L-aspartique. 

Pour les trois etapes, on calcule de surplus le rapport molaire, p, acide fumarique/aspartate d'ammonium 
present au debut de reaction de I'etape consideree, ainsi que le rendement cumule sur les etapes de recyciage, 
RC (nombre de moles d'acide L-aspartique obtenues jusqu'S I'etape consideree/nombre de moles d'aspartate 
d'ammonium engagees jusqu'& I'etape consideree). 

Les conditions operatoires a et p ainsi que les resultats R, RC et FA sont donnes dans le tableau IV ci- 
apres. 


45 


etape 

a 

P 

R% 

RC% 

FA% 

1 

0,25 

0,25 

42,6 

42,6 

0,6 

2 

0,25 

0,294 

44,6 

61,2 

0,8 

3 

0,25 

0,321 

38,4 

67,2 

1,5 

TABLEAU IV 
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Procede utile pour preparer I'acide L-aspartique via ('aspartate d'ammonium caracterise en ce que I'acide 
mis en oeuvre pour precipiter tedit acide aspartique & partir de ('aspartate d'ammonium est I'acide fuma- 
rique. 

Procede selon la revendication 1 caracterise en ce qu'il met en oeuvre les etapes suivantes: 

- la precipitation n solution aqueuse d'acide L-aspartique par I'acide fumarique & partir du L-aspartate 
d'ammonium et 
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- I'isolement de I'acide L-aspartique attendu, du milieu reactionnel contenant en outre du fumarate 
d'ammonium. 

Precede selon la revendication 1 ou 2 caracterise en ce que ('aspartate d'ammonium est obtenu au prea- 
mble par traitement enzymatique du fumarate d'ammonium par des aspartases ou des microrganismes 
producteurs d'aspartases. 

Procede selon la revendication 2 ou 3 caracterise en ce que le milieu reactionnel, obtenu apres isolement 
de I'acide L-aspartique et contenant du fumarate d'ammonium, est utilise a titre de source en fumarate 
d'ammonium pour preparer de I'aspartate d'ammonium. 

Procede selon Tune quelconque des revendications precedentes caracterise en ce que I'acide fumarique 
utilise pour precipiter I'acide L-aspartique f est mis en oeuvre dans un rapport molaire acide fumarique 
ajoute/aspartate d'ammonium present inferieur ou egal a 0,8. 

Procede selon la revendication 5 caracterise en ce que le rapport estde preference compris entre environ 
0,1 et0,65. 

Procede selon I'une des revendications precedentes caracterise en ce que la precipitation est realisee 
de preference a une temperature inferieure ou egale a 100°C. 

Procede selon I'une quelconque des revendications precedentes caracterise en ce que la concentration 
en eau du milieu de precipitation est comprise entre environ 40 et 90% en poids. 

Procede selon I'une quelconque des revendications precedentes caracterise en ce que I'acide L-aspar- 
tique est isole de preference par filtration. 
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